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多くの と トウイ ル ス 病に お け る, ウイル ス 持統感染の病因諭的重要性
に か ん が み, 試験管内 H VJ
(Sendai virus) 持統感染が, その モ デ ル と して, 検討さ れ た･ 特に 持続感染成立初期
の, い く つ か の問
題を追求した . ま ず, 39
｡
C でcloning し, 温度感受性 (ts) 変異株を含ま ぬ と思わ れ る野生株の H VJcl･01
を持続感謝ヒさ せ た, GM2H VJcl･01細胞 の継代12代目の培養上清か ら, 19 クロ
ー ンの H VJを分離 した･
これらの うち, 2 クロ ー ン (H VJcl.1205及び H VJcl･1207) は, 39
0
C で増殖の 低い ts 変異株であ っ た･ そ
して, 他に エ ラ ス タ ー ゼ で 敵性化 され る 変異株を, 9 クロ ー ン 含ん で い るが ts の性質 はな か っ た ■ 2ts変異
株感染細胞の培餐温度 の Shift up, Shiftdo w nの実験か ら, これ ら の ウイ ル ス の ts 部位 は, どちら も ウイ
ルス複製の後期 にある こ と がわ か っ た . そ し て, 非許容温度で の相補性試験で , 弱い なが ら相補性が み ら
れたこ とか ら, お互 い の ts 部位 は, 少 し異な る が, 似 て い るも の と思わ れ た ･ 蛍光抗体染色法に より検出
される ウイ ル ス 特異的抗原は, 非許容温度で , 細胞質 に は み ら れた が , 細胞膜 に はみ られ なか っ た ･ また,
これらに 関連 して測定さ れ た, ウイ ル ス R N A の合成 は, ⅡVJcl･1207感染細胞 で は, 許容温度で の それ と
比較して, 野 生株 の場合の 約70% に減少 して い た･ H VJcl･1205 の場合は, 野生株 とほ と ん ど変わ らず,
正常に機能 して い な い R N A合成 を含むもの と思わ れ た . さ ら に, 持統感染 か ら分離さ れ た ウイ ル ス は, tS
変異株で あるな しに か か わ らず,
一 様 に細胞病原性が弱く な っ てい た･ 以上の事実か ら, H VJ 持統感染は,
一 般的にts, エ ラ ス タ ー ゼ活性化, 弱細胞病原性変異な どの 諸変異 を, 持続感染成立初期で も, 起 こ して
いる ものと 考え られ た .
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生体にお ける, 非腰痛原性 ウ イ ル ス 持続感染
1)2)の モ
デルとして, 培養細胞 を用い , その 成立維持 に 関与す
る因子の解明に , 種々 の ウ イ ル ス一紙胞系を用 い た研究
が報告され てい る3). そ の中で , D N A型ウ イ ル ス の場
合は, 一 般に, ウイ ル ス D N A ゲノ ム が 宿主細胞染色体
に組み込ま れた か た ち で持続感染化 し てい る (例えば
ヘ ルペ ス ウイ ル ス グ ル ー プ な ど)
1)
.
し か し R N A型ウ
イルスの 場合 の 機作 に 関 し て は不明な点 が 多 い 3】が
Friedm a nら4)は持続感染成立維持の重要な因子 と し
てI defectiveinterfe ring pa rticle s (DIP と略), イ
ン タ ー フ ェ ロ ン(I F N と略), ウイ ル ス RN A の(c o m･
ple m e nta ry D N A: CDN A と し て) 宿主細胞染色体 へ
の組 み 込 み , そ して, 温度感受性(ts) 変異株の 4 つ を
あげ て い る . こ れ ら の う ち, DI Pに 関 して は, Holand
ら5)は長期に わ た る V S V(v esic ula r sto m atitis viru s)
持続感染細胞 に お い て, 完全な ウイ ル ス 粒子 と R N A サ
イ ズの 異なる DIP が持続感染成立維持に 重要な働き を
し て い る と 報告し て い る ｡ .しか し, Ka nda ら6)は Vero
細胞 の H VJ 持続感染細胞で DIP が関与して い な い と
報告して い る. そ し て, 彼 らの 用 い た Ve ro細胞 はI F N
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非塵生細胞7Iであ る こ と か らI F N も関与 して い な い と
考 えられ る. だが I F N が関与 して い る と い う報告8)も
あり,I F N ま た は D IP は, 必ず しも必要 な因子 と は な
っ て い な い . ま た, レ ト ロ ウ イ ル ス で知 られ て い る と
同 じ様な機作℡)で, ウイル ス R N A がcD N A と な り宿主
細胞 D N A に組み 込ま れ る と い う考え10)11)に関 しては,
否定的な報告5)1 2)18)もあり, 未だ 未解決 の問題 とな っ て
い る.
一 方, ウイ ル ス 持続感染細胞 か ら は, 持続 感染成立
維持に お け るそ の役割は明 らか で は な い が, tS 変異株
が分離 され るとい う報告l … )も多い . 著者の研究室 にお
い て も, 森田18)は, 長期 にわ た っ て 継代 され た H VJ 持
続感染細胞中に ts変異株の存在する こと を報告 して い ･
る . しか も, これ ら ts 変異株 は細胞病原性が弱い と い
う性質15)1 6)を同時 に持つ こと も多く,持続感染成立維持
へ の 関与が 示 唆され て い る . だ が, こ れ ら持続感染細
胞由来 のts変異株 も, ウイ ル ス が十分機能で き る許容
温度で も, 持続感染が成立す る こ と か ら16), tS 変異が ,
持続感染成立維持 に どれ ほ ど重要な役割を果 して い る
か 疑問もあ る. そ こ で 著者は, 持続感染成立初期の細
胞か ら ウイ ル ス を分離 し, tS変異株 の性質 と弱細胞病
原性 (持続感染成立の しや すさ) と の関係につ い て し
らぺ た.
材 料 と 方 法
1. 使用細胞と培養条件
ウイ ル ス 持続感染に用 い た細胞 は, G M2 (G N系,
ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ ー の メ チ ル コ ラ ン ト レ ン誘発肉腫
由来) 細胞17)で, 10% 仔 牛 血 清 加Eagle の M E M
(minim al e sse ntialm ediu m) で培養 した . H VJ の
持続感染 G M2細胞も, 同 じ条件で培養 した. H VJ の感
染価 の測定 に 用 い た L L C- M K2 (Rhe s u s m o nkey
kidney 由来) 細胞は, 5% 仔牛血清加Eagle の M E M
で培養 した. G M2及 び H VJ 持続感染細胞は 34
0
C, L L C
. M K2細胞 は, 3 r C で培養 し, 継代 は, 0.02% E D T A
(ethyle n edia min etetr a a c etate)と 0.25% トリ プシ ン
(Difco) を用い て行な っ た . ま た , ウイ ル ス R N Aの
合成 を し ら べ る た めに , 11 日令 の鶏胎仔 を細切後, ト
リ プ シ ン で 消化 して single c ell と し, 10%仔牛血清加
Eagle の M E M で, 37
0
C に培養 した .
2. ウ イ ル ス
HVJ 名古屋1 - 60株 の 野生株 を39
0
C で連 続3 回
Single plaqu eisolatio n に よ り clo ning しさ らに, 発
育鶏卵 に て, 39
0
C で増殖 させ た ウ イ ル ス (H VJcl.01)
を持続感染に用 い た . ま た, 持続感染細胞か ら分離 さ
れ た ウイ ル ス は, L L C
- M X2細胞 で 同様 に 3回 cloing
し, 同 じ細胞 で, トリ プ シ ン(Sigm a)1JLg/ml 又 はエ
ラ ス タ ー ゼ(Sigm a)10JLg/ml存在下に て増殖させた.
こ れ らの ウ イ ル ス は･ 使用ま で - 800Cに 保存した.
3. ウイ ル ス の定量
i)H VJの 感染価測定 は, Sugita1 8)らの方法に従っ
た ･ す なわ ち･ L L C
- M K2細胞 を用 い , ウイ ルス接種
後 30分室温 で イ ン キ エ ペ ー 卜 し, 細胞を Ha nks･B S
(bala n c ed salts olution) で 洗條後, トリプシ ン又は
エ ラス タ ー ゼ (そ れ ぞれ , ウイ ル ス
,
を増殖させた時と
同 じ量) を含む, 0･8% 寒天 (D ifc o)血E M重層による
plaqu e法で･ H VJ感染後 7 日馴こ, 0･01% ニ い ト
ラ ル レ ッ ド を含む寒天 培地 ( 一 回目の 重層と同じ)で
再重層 し, 14 日目で , plaqu e数をか ぞ えた
. 培養温度
はts変異株 を考慮 し, 320C で行 な っ た
.
ii)H VJ の赤血球凝集素(He m ag glutinin :HAin)
の 定豊 は, マ イ ク ロ タイ タ ー 絵 を用 い, ウイ ル ス液を
2倍階段稀釈 した後, 0･25% ニ ワ トリ 赤血球を0.05ml
加 え, 4
0
Cに 90分放置 し判定 した. 凝集力価は, 完全
凝集 を示 し た最終稀釈倍数をも っ て その価とした.
4. ウイ ル ス R N A の合成
鶏胎仔細胞 に ウイ ル ス を, 感染多重度(m ultiplicity
Ofinfe ctio n : m･ 0 ･i.) 5 P F U/ 細胞で感染させ, 32
0
C
で 48時間培養 した後, 一 部 を 39
0
Cに 移 して培養する.
そ して 2時間後 に a ctin o mycin D (a ct D と略) (Pq
L bio che micals) 10JLg/ml で3O分処理 し, aCtD存
在下, [3H] urid ine (29 Ci/m m ol, R C C Am ersha m)
10JLCi/dish で 6時 間 ラ ベ ル し た . そ の 後2%SI)S
(s odiu m dode cyls ulfate) 加S T Ebuffe r19)(0.1 M
NaCl,10m M Tris, 1 m M E D T A, pH 7.4) で細胞を
溶解 し 10% TCA(trichlo ro a c etic a cid) 等量を加え,
酸不溶画分 を G F/C ガラ ス フ ィ ル タ ー (W hatm a n)に
乗せ た. 以後, シ ン チ ラ ン ト(D P O 4g と POPOPO.1
g を トル エ ン 1 1に 溶解 したも の)を加 え, 液体シンチ
レ ー シ ョ ン カウ ン タ ー (Be ckm a nLS 9000)に て cpm
を測定 した .
5. 蛍光抗体 (FA) 染色法
H VJ 野生株で免疫 した家兎か ら得た抗血清に蛍光色
素(FI T C)をラ ベ ル し, 蛍光抗体染色液と した20). E VJ
の抗原検索 は, カ バ ー ス リ ッ プ上 に 培養 した細胞を,
ア セ ト ン 固定, 又 は 未固定 で 染色した.
6. im m tln Opr e Cipitatio n法
基本的操作法は W e chsle rら2 1)の方法に 準じた. すな
わ ち, L L C- M E2細胞 に H VJ を感染さ せ, 72時間後
に Ha nks
,
B S Sで 洗 い , m ethionin eを含 ま ない 培地
(Eagle の M E M) で 10分間処理 し, そ の後, [
35S]
m ethio nin e(600 Ci/m m ol･ Co n!miss a riata L
･亘ner･
gie Ato miqu e) 10JLCi/dish で 3時間ラ ベ ル した･ 次
に , PB S(pho sphatebuffe r ed salin e)で細胞を洗い,
H VJ(Se ndai vir u s)持続感染細胞 に お け る ウイ ル ス 変異
mbberpOlic
e m a nで 細胞 を はが し P B S で洗淋 (1500
卿 で
10分間遠心) 後, 1% Tr･ito n X･一100含有 10
mMTris







法に 使用 した抗血清 と同 じ)
20pl加え4
O
Cに 一 夜放置 し反応させた･ さらに, Pr otein
A
-Sepha ro s eC L
- 4B (P ha r m a cia) を加 え 1時間
4
｡
Cに放置し, 沈埴 を S D S
-
pOlya c ryla mide gel (ゲ
ル濃度10%)で電気泳動(S D S
- P A GE) を した･ ゲ
ルは乾燥乱 X線 フ イ ル ム に は りつ け, オ
ー トラ ジオ
グラフイ を行な っ た ･
7. 相補性試験 (c omple m e ntatio ntest)
ts変異株を単独 の場合は, m ･ 0 ･i･ 5 P F U/細胞 で, 2
っのtS変異株 を同時 に 感染 さ せ る場合 は, そ れ ぞれ m ･
0.i.2.5 PF U僧 胞で L LC
- MK2細胞 に感染 させ 39
0
C
で48時間培餐した . そ して, 単独, 混合感染の ウイ ル
畑 培襲液中へ の腐生を測定 し, 次の式 により c o mple･
m entationindex を求め た
2 2)2 3)




(A, B は各 ts 変異株を表わ す)
C O mple m e ntatio ninde xが 2以上 のと き相補性陽性2 2)
と判 定した .
8, 持続感染細胞分離 ウイ ル ス の 細胞増殖阻害試験
L L C- M K2細胞 を トリ プ シ ン (Difc o) 消化し, 浮遊
状態 に して, 分離 した H VJ を それ ぞれ, m . 0.i.5 P F U/
細胞 で感染させ た . 室温で 30分吸着後 Ha nk$
,
B S S で
洗練 し, 細胞数 をか ぞ え, 5.0×10▲個/ベ トリ皿 (直径
35m m, F alc o n)の 浪度で細胞 を植え, 34
0
Cで培養 し,
4日目と 7日目 に増殖 した細胞数 をか ぞえ, その感染に
よる 増殖 へ の 影響 を み た.
成 韻
1. H VJ 持続感染細胞か らの ts変東棟の分離
G M2細 胞 に H VJcl.01を m .0,i. 0.001 P F U/細胞で
感染さ せ, 34
0
C で継代 して, H VJ 持続感染G M2(G M2
H VJcl.01) 細胞を樹立後, 継代第12代(感染後84日)
の培鷹上清か ら ウイ ル ス を分離 した. その後 3回 clo n･





Cにお ける, 48時間後 の ウイ ル ス増殖畳




C ofseve ral H VJ clo n e s(cl･)n e wly re c o v e red
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を各ク ロ ー ン で比較 した (表1).




Cの 増殖比 は, 19ク ロ ー ン
で ,2.5×10
~ l ～ 1.8×10
~ 4を示 し,湿度感受性の 程度が,




- a以下 を ts 変異株 と して あつ
か う と, 2個の ts 変異株(H VJcl.1205 と H VJcl.1 20 7)
が 含まれ, こ の状態の持続感染細胞よ りの ts 変異株の
分離率 は 2/19( 表1 のエ ラ ス タ ー ゼ ク ロ ー ン も 含めて)
約10%で あ っ た. また , 同 じ培養上帝中に は, エ ラ ス
タ ー ゼ で活性化され る, い わ ゆる prote a s e a ctiv atio n
m uta ntviru S2 4)が ,2.5×10
p 4の頻度 で含ま れ て い た2 5).
こ れ ら, エ ラ ス タ
ー ゼで 活性化さ れ る ウイ ル ス に つ い
て, 9個の ク ロ ー ンの 390C と 320C の増殖比 を し らべ た
が, tS 変異株 は含ま れ て い な か っ た (表1).
2. ts変異株の ts 部位推定実験
分離 され た 2個 の ts変異株 掴 VJcl.1205 と H VJcl.
1207)に つ い て ts の 部位が ど こ に 存在 す るの か しら べ





do w n(390C か ら 320Cへ)の実験を行な っ た . 両 ウイ )t/
ス を m .0 .i. 5 P F U/細胞で L L C- M K2細胞に 感染させ t
感染後, Sbiftupす る 時間を変化 させ ると, H VJcl.1205
で は 10時間以前で , H VJcl.1207 で は, 13時間以前で
Sbift np す る と, い ずれ で も ウイ ル ス の 慶生 が み られ
な か っ た(図1, 図2). また, Shiftdo w nの 実験 で は,
感染後, 24時間に shift do w nす る と, 両 ウイ ル ス と
も,5時間後に ウイ ル ス の 産生 が み られ た(図 1, 図2)｡
以上 の 実験か ら, 両ts 変異株 の温度感受性の部位 は,
ウイ ル ス感染後約10時間前後の 後期に あ ると考 えられ
た
.
3. ts変異株の vir al R N A(v - RN A )の 合成比 の
比 較
2偶 の ts 変 異 株 H VJcl.1205, H VJcl.120 7の Ⅴ-




Cで 変化 す る か 否 か, Prト
m a ry chick e mbryo cell でしら べ た. chick e mbryo
C ellに 両ts 変異株 を m .0 .i. 5 P U F/ 細胞で感染 させ ,
32
0
Cで 48 時間培養後, 一 部 を 39
0
Cに 移 し, a CtD 存在
下で[3H]u ridine の と り込 み, す な わ ち , Ⅴ - R N Aの
合成 をみ た (表2).





成比(0.73) と比較 して も そ の 比 が 0.75 と ほ ぼ等しか
っ た が ,H VJcl.1207は そ の 比 が 0.50 と約 30% 低下し
てい た
.
こ の表 2に は, 他の 持続感染細胞か ら得 られ
たts変異株の Ⅴ - R N A合成も比 較 のた めに表 わ した.
その う ち, H VJcl.14 は G2(骨髄巨細胞腰由来) 細胞の
H VJ 持続感染細胞か ら分離さ れ た ウイ ル ス 2郎 で, 39
8
C
で は, Ⅴ - R N A合成 が マ イ ナ ス で , 阻害さ れ る もの ,
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H VJcl･1205ata ninput m ultiplicity of 5 PF U/ce1





C･ At v a rio u stim e s after infectio11,
m ediu m w e rehar ve steda nd a ss ayed fo rhem ag g･
1utinin a ctivity (∇｣Ⅷ爛剛･ヤ , 320c; ⑳仙一 叫 ◎, 39｡C).
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Fig. 2. On e-SteP gr O Wth of H VJcl,12()7 in LL C-
M K2Cells. Expe rim e ntal co ndit on s w erethe
S a me a S Show nin Fig. 1. e x c eptthete mperature




C 13hr afte rinfection･
細胞の ⅢVJ 持続感染細胞か ら分離 されたウイ ルス
27)で
Ⅴ
- R N A合成が プ ラ ス で , 39
0
C で も変化 をう けない も
の で あ る. そ して こ れ ら の ウイ ル ス と比較する と, こ
こ で得た H VJcl ユ205 は, HVJ
■
cl.151 に, また H VJcl･
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C in prim a ry chick e mbryo cellsinfe cted






















































































G2月 VJ cl. 1 4*
B HK･ H VJ 151#
1 2678 5458 0.43
2524 1975 0.78
Inc orpo r ated[3H]u ridin einto c ellsinfe cted with v ariou sH VJclo n e s w er edete rmined a s
des cribedin Materials and Methods.
* R N A~ ts･ m uta ntde riv ed fr o mG2･HVJ c a rrieてC ells･
# R N A十 tsq m uta ntde riv ed fr o mB H K･H VJ c a rrler Ce11s.
Fig･ 3･ Flu o re s ce nt` a ntibody staining ofa ceto n-fix ed L L C-M Iく2 C e11sinfected with H VJcl.
1205(A, B)o rH VJcl.1207(C, D). Infe cted cells w e re c ultured fo r72 hr at320C ｡r39OC and
Stained with H VJ-SPe Cificflu o r es c e nt a ntibody. A a nd C: at320C, B a nd D= at39OC.
と32
0
Cに お ける合成比) を示 し て い た
.
4･ tS変異株の ウイ ル ス 特異的抗原産生能
得られた 2個の ts 変異株 に つ い て, 39
d
cに お ける ウ
イル ス特異的抗原の塵 生 を蛍光抗体染色法 で しら べた.
すなわち
, それ ぞれ の ウイ ル ス を L L C- M K2細胞 に 感
染徽 32
0
C 又 は, 39
0
Cに お い て , 72時間培養 し, 染色,
鏡検 した.
図 3 B, D に 示 した ごと く, 39
0
Cに お い ても , 細胞質
内に 抗原の 産生が認め られ た . し か し, 320C にお ける
抗原産生( 図3 A, C) と比 較す る と, どち らの ウイ ル
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Fig. 4. Flu o r e sc e nt a ntibodystaining ofunfix ed L L C
- M K2 C ellsinfe cted with H VJcl･1205(E,




C a nd stain ed
with H VJ - SpeCific flu ore s c ent a ntibody. Str o ngflu ore sc e n c eis s e e n o nthe c ellm e mbr an e
in c ubated at 32
Q
C(E, G),but n ot o nthe s a mple sincubated at39
0
C(F, H)･
ス でも , 抗原陽性細胞の率 は低く, H VJcl ユ205感染細
胞 で は, 20～ 30%, E VJcl.1207感染細胞で は 50～ 60
%であ っ た. また, 未固定標本 に よる ,` 細胞膜表面抗
原の検出で は, HVJcl.1205又 は, H VJcl.1207感染細
胞 どち ら も, 39
0
C におい て, 抗原が 細胞膜に検出で き
なか っ た (図4 F, H). しか し, 32
0
Cで は, い ずれ の
ウイ ル ス 感染細胞 にお い て も , 細胞膜 の抗原が明瞭 に
認 め られ た (図4E, G).
5. im m u n opr e cipitatio n と S D S
- P A GE法 に よ
る ウイ ル ス 抗原合成能の検索
非許容温度 (3g
O
C) にお い て , ウイ ル ス 抗原産生の
み られ るts変異株 につ い て, どの構成蛋白が合成され ,
どの 蛋白が 合成 さ れ な い か を し ら べ る の にim m u n o･
precipitatio n法 は大変有用 な方法 である. そ こ で, 両
H VJcl.1205, H VJcl.1207 をm .0.i. 5 P F U/ 細胞で L L C




Cに おい て 72時間
培養 した後, [9 5S] m ethio nin eで 蛋白を ラ ベ ル して,
im m u n opre cipitation と S D S
- P A G E を行 な っ た .
図 5 に示 す ごとく, H VJcl.1205, H VJclユ207感染細
胞は, 39
0
C に お ける ウイル ス 構成蛋白抗原の合成量が
少な く, 明瞭な バ ン ドと して 確認で きな か っ た . 特 に
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Fig. 5. Autoradiograph of H VJ-SpeCtific proteins
obs e rv ed byim m u n opr e cipitation a ndsub
sequent
polya crylami de gelele ctr ophor e sisinL
L C-MK2





C(b). A, B a nd Cw e reinfe cted with H VJ
cl･01･
H VJcl. 1205a nd HVJcl･120 7re spectiv ely･
D
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Table 3･ Co mple m e ntatio nte st a m o ng H VJts･ m uta ntS, Cl. 1205, Cl. 1207, Cl. 1 51a nd cl. 14 in
L L C･M K2 C ells at39
0
C






Co mple m eh tatio ninde x=
Yield(A +
Yield(A) +
(A a nd B indic ate e achts･ m uta nt.)
HVJcl.1205感染細胞 では ,39
0
Cに お い て蛋 白バ ン ドが
全くみられ ず, この 方法に よ る構成蛋白抗原合成の解
析は,ウイル ス R N Aの 合成実験 と平行 し なか っ た . し
かし,FA 法に よ る細胞質内の ウイ ル ス特異的抗原検索
の結果と は, 両ウイ ル ス 感染細胞と も ほ ぼ 一 致 した 成
績を示した.
6. 相補性試験
先の2変異株の ts部位の推定実験 で示 された ごとく,
注VJcl.1205 と H VJcl.1207 の両ク ロ ー ン は共 に, ウイ
ルス複製の後期 に ts 部位 をも っ て い るら しい が, 両者
が同 一 か否か, 相補性が成立 しうる部位か どう か を,
39
0
C で相補性試験 を行 な い 検討 した. また , この 時,
同時に, Ⅴ 一 R N A合成実験 と同 じく, 対照 と し て,
H VJcl.14 と H VJcl.151(共に ts変異株)も用い て, 相
互の相補性 を検討 した.
表3に 示 した ごと く, H VJcl.1205 と H VJcl.1207の
CO mple m e nta tio ninde x は 7.8 で, 弱 い な が ら 相補性
がみられ, tS 部位の ある程度の 相遥が, 両者間で明 ら
かにされ た. 由VJclユ4 と H VJcl.151 との 間で は, 両
H VJcl.1205, H VJcl.1207ク ロ ー ン は, い ずれ も c o m,
plem e ntatio nが 陽 性 で , 特 に H VJcl.14と の 間 の
inde xが大きか っ た .
7･ 持続感染細胞か ら分離さ れ た ウイ ル ス の 細胞増
殖阻害一 細胞病原性 の 検討
ウイル ス持続感染細胞か ら 分離さ れ たウ イ ル ス は 一
般に, 細胞病原性(細胞変性効果惹起能)が低 い 28)と い
われている. そ こ で, HVJ 持続感染後12代継代 し た細
胞から分離され た ウイ ル ス ク ロ ー ン に つ い て, 感染細
胞の増殖へ の影響 を指標 に して, 細胞病原性 の 強弱 を
輸 してみ た
.
図6 に示 した よう に , 持続感染か ら得 ら れ た ウイ ル
スは, tS変異株の みな ら ず, 非ts 変異株 も細胞病原性
が弱く, 野生株, H VJcl.01の 感染 と比較 して , 感染細
胞の生存, 増殖が み ら れ た. また , 同 じ持続感染細胞
















●･ ･ - - ● u ninfe cted
O - - イ〉 cl .0 1
■ _ _ ■ cl . 12 0 7
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ふ _ _ - . .A cl . 1 2 08
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● - - - ● cl . 14
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DaYS afte r c el l se ed ing
Fig. 6. Gro wth of c ellsinfe cted with va rio u sH VJ
Clo n e s. 5.0×104 c ells w e replated in 35m m petri
dishe s. And a n m. 0 .i. w a s5 P F U/c e11 for all
Clo n e s e mployed her e.
1参照)も, tS 変異株 で はな い が, 細胞病原性は, 同様
に 弱か っ た
. 同時 に , 長期 に わ た っ て維持さ れ てき た
持続感染細胞か ら 分離され た既述の ウイ ル ス , H VJcl.
14, H VJcl.151に つ い て も, 同様の 実験 を行な っ たが ,
継代12代目か ら分離 され た ウイ ル ス と比較して,細胞




一 般に , ウイ ル ス 持続, さ ら に潜伏感染が成立維持
され て い く の に, 持続, 潜伏感染 ウイ ル ス が, その感
染成立に 使用 した野生株の性質, 特 に 細胞内増殖や,
細胞病原性 な どが そ の ま まで あれ ば, 感染細胞 は, 細
胞変性な どに陥 ちい り, 死滅せ ざるを得 な い . しか し,
こ の様な こ と は,持続又 は潜伏感染成立 に反 して お り,
従 っ て, そ の成立維持 のた め, 最も基本的に は, 少な
く と も, 細胞病原性 な ども含 めた , ウイ ル ス 変異が 出
現し ならナれ ば, 持続感染 は成立 し維持さ れ て い かな い
と思わ れ る.
先 に述 べ た ご とく, 著者 も, ウイ ル ス 持続感染成立
維持 に必要な, ウイ ル ス 側 因子 と して あげら れ てい る
も の のうち , 特 に ts 変異 に閲 し, H VJ持続感染細胞分
離ウイ ル ス に つ い て, 検討 を加 えた . ウイ ル ス 持続感
染成立初期, 第 12代継代 (ウイ ル ス 感染後 84 日) の
G M2H VJcl.01細胞か ら分離さ れ た 19 の クロ ー ン につ




Cで の ウイ ル ス
増殖性 と して しら ペ る と , 温度感受性度の さ ま ざま に
異な っ た ウ イ ル ス が 存在 して い た. Ju らⅠ3)も 同様 に
m ea sles viru sの持続感染細胞分離 ウイ ル ス に , 程度の
異な る温度感受性のある こ と を み て い る. しか も, 彼
らの持続感染に 用 い た o rigin al の ウ イル ス に は, 温度
感受性 のあ る ウイ ル ス が存在 して い な か っ た . 著者 の
場合も, 持続感染成立 に 用 い た H VJcl.01 は, 39
0
C で 3
回 clo ni□g したの で温度感受性の ある ウイ ル ス の混在 は
考 えに く い ( 表1). 従 っ て 持続感染成立の過程に お い
て, 感染 に 使用 した ウイ ル ス が , 宿主 であ る細胞か ら
何 らか の影響 を受 け, それ に よ っ て ts 変異化 してく る





生量の比が 1.0×10~3以下を ts 変異株 と定義すれ ば, 著
者の 12代継代で の分離率, 約 10% (2/19) は , ウイ
ル ス 持続感染成立のか な り初期に お け るts 変異株出現
の可能性 を暗示 して い る. この こ と は V S V の持続感染
L細胞, 第 21代継代細胞 の培養上清か らすで に ts 変異
株 を分離 し た, T hac ore ら29)の 報告と も似か よ っ て い
る.
分離さ れ た 2偶の ts 変異株 の ts 部位 は温度 の shift
tlp, Shiftdo w nの 実験か ら, ウイ ル ス 複製 の後期( 感
染後約10時間前後)に 存在す る こ と が わ か っ た . そ し
て, F A法 を用い た実験か ら, 非許容温度(39
0
C)にお
い て, ウイ ル ス 抗原 は細胞質 に は見い 出され る(図3 B,
D)が, 細胞膜 の表面に は見 い 出され な か っ た( 図4 F,
H). これ は, Shiftdow n後, ウイ ル ス he m ag glutinin
(H A iIl)の産生が , 5 時間後 か ら み られ る こ と (図1,
2)と 一 致 して い る と思わ れ る. 何と な れ ば, 複製後期
藤
に ts部位が ある た め･ 39
0
Cに お い て, 細胞質内に合成
さ れ た H A in が , 時間 とと も に細胞膜に 移動し膜に組
み 込 まれ て い な い と考 え られ る か ら で ある･ 同様に,
Yo shida ら2 7)は, 非許容温度で ウイ ル ス の M (m em .
bra n e又 は m atrix の意) 蛋白と H N糖蛋白が合成され
な い H VJcl･151 のshift do w nの実験 で, Shiftdow n
後 3時間以内に H A in の産生が お こ ると報告している
.
彼 らの 場合 は, M 蛋 白が , ウイ)t/ス の a ssembly に必
要 な蛋白である3 0〉3 1)こ とか ら, こ こ で 分離されたts変
異株 は, a SS e mbly 以 前 の段階で停止 すると考えられた.
そ こ で, 非許容温度 (39
0
C) に お ける両ts変異株感
染細胞で の ウイ ル ス 構成蛋白合成 をim m u nopr ecipita.
tion, S DS-P A G E法で 検討 し た. H VJcl.1205及び
H VJcl･1207感染細胞 は ,32
0
C に おける ウイ ル ス構成蛋
白合成 と 39
0
C のもの と比較す る と 39
0
C の方がはるかに
低下 して お り, 明瞭 な蛋白 バ ン ドと して確認できなか
っ た (図5). 特 に H VJcl.1205感染細胞の 390C では,
ウイ ル ス構 成蛋白の バ ン ドが 全くみ られ なか っ た . 一
方 H VJcl.1205, H VJcl.1207感染細胞の 非許容温度に
お け る Ⅴ - R N A合成 を許容温度(32
0
C)と比較すると
(表2), H VJcl.1205 で は, 野生株 冊 VJcl.01) と同
じ比率で あ っ た が, H VJcl.1207は野 生株の 約70%に
減少 し てい た . こ れ は , Ⅴ - R N A合成と ウイ ル ス構成
蛋白合成 は, 一 般 に平行関係 に ある と考 えられること
か らみる と, H VJcl.1207 の場合は, 両者の合成とも39
0
C
で は減少 し, 一 応平行関係 に あるも の の, HVJcl.1205
の 39
0
Cに お い て は, Ⅴ - R N A合成 はみ られ たのに, ウ
イ ル ス 構成蛋白の合成が減少 し, 検出でき ない という
関係が み い 出され た . それ ゆ え, ⅢVJcl.1205感染細胞
の非許容温度 で合成 され た Ⅴ - R N A は,正 常に機能し
な い V - R N A かも しれ ず, さ ら に R N A分析が必要と
思わ れ た.
こ こ で得 ら れ た ts 変異株 の 相補性実験で, 弱いなが
ら相補性 が, 非許容温度で み ら れた こ と から, 両ts変
異株は , い く ら か異 な っ た 部位 に 温度感受性の 部位が
あ る と 考え ら れ る. しか し, 培 養温度変換実験から,
ウイ ル ス 複製 の ほ ぼ 同じ時期に そ の 部位が推定され,
そ の た め に , 非常 に 似 た挙動 を示 し, 相補性は小さか
っ た の か も しれ な い
.
A da chi2 3)らは , H VJ野生株を持
続感染させ た Ve r o細 胞の第 37代継代培養上清から,
3偶の ts変異株 の ク ロ ー ン を分離し, それが互い に,
相補 性が 無 か っ た と 報告 し て い る. 一 方 , Jtlら
32)は
m e a sles vir u sの 持続感染細胞 から ts 変異株を分離し,
7 つ の C O mPle m e ntatio n グル T プ に 分類してお り,tS
部位の 異な っ た ウイ ル ス が, 同 一 持続感染細胞内に存
在す る と し てい る . こ れ を考 え合わ せ ると, 持続感染







H VJ(Se ndai viru s) 持続感染細胞に お け るウイ ル ス 変異
持続感染に用い た ウイ
ル ス 瀾 胞の 系で,tS変異の程度
に関しても, 異な るの で は な い か と思わ れ る ｡ そ れ ゆ
ぇ,ここで新た に成立
させ た H VJcl･01持続感撰蛸 脚 こ
っいても, さら に 継代を か さね て, そ こか ら分離さ れ
るウイ′レス の 変異 に つ い て し ら べ る こ と は, 持続感染
の横棒解明に 役立つ と思 われ る･
ts変異と関連して生ずる可能性のある H VJ変異の
一
っとして, 著者の場合, 表 1 に示 した ごと く, H VJ持
靡感染細胞から,
エ ラス タ ー ゼ での み活性化 され る(ト
け シ ンは無効) 変異株が, 2･5×m
" の頻度で 分離さ
れた. HVJは,
一 般に そ の感染性を構成分 ‥ F(fu sio n
の意) 蛋白に 依存 し, こ の 蛋白が 通常, ト リ プ シ ン な
どの蛋白分解酵素 によ っ て活性化さ れ て, 初 めて 感染
性を獲得する 叫
細 と され て い る･ そ れ ゆ え, こ の 様 な
protease a ctiv
atio n m uta nt, エ ラス タ ー ゼ 活性化変
紳が分離され た こ とは, tS 変異以 外の変異 が, 持続
感染細胞内で生 じてい る
一 つ の 例 を示 して い る と思わ
れるが,その持続感染成立維持 に お ける役割は不明で ,
今後, 検討を要す る問題 と思 われ る . さ ら に , こ の様
なもとのウイ ル ス と異な る活性化機構の獲得変異 は,
脚Jの臓器噂好性
3 5)か ら考 え る と興味深 い .
さらに, 持続感染か ら得 ら れ た ウイ ル ス は 一 般 に,
醜病原性が低い こ と か ら, 分離 ウイ ル ス に つ い て ,
細胞増殖に与 える影響を指標 と して , 細胞病原性の強
離 しらべ てみ た (図6). 持続感染細胞 か ら得 られ た
各ウイル ス の細胞病原性 は, 温度感受性 の程度が適 っ
ていても, 野生株 H VJcl.01感染 のも の と比較 す る と,
はるかに弱か っ た . そ して, こ の 細胞病原性 の 低下 は,
感染細胞を細胞変性に陥ち い ら しめ て, 死 に 追 い や る
ことが少なく, 持続感染成立維持 に , 甚 だ合理 的な 変
異といえよ う.
以上, 論じて き た, H VJ持続感染細胞分離 ウイ ル ス
のts変異, elasta s e a ctiv atio n変異, 細胞病原性の 変
異は, 他のい わ ゆ る持続感染成立維持に 関与 す る とい
われるDIP, I F N な どの 問題 も含 めて , い か に 相関 し
ているのか, ま た, こ れ ら の変異が , 持続感染細胞で
起き易い理由の 追求も将来 に 残され てい る.
1･ 持続感染細胞の 第 12代継代よ り の 分離 ウイ ル













の ts変異株 は, 2/19:約 10% 存在した ｡ ま た, 同じ培
養上浦か ら, 同時に , エ ラ ス タ ー ゼで の み活性化 され
る変異ウイ ル ス が 2.5×10- 4の頻度で 分離 され た.
2･ 分離 され た 2個の ts変異株 は,温度の Shiftup,
Shiftdo w nの 実験 か ら, tS 部位 が, ウイ ル ス 複製の後
期, 感染後約 10時間前後 に推定さ れ た. また, 2偶の
ts変異株は , 非許容温度 で, 弱い なが ら相補性が認 め
られ , その ts 部位は , 少 し異な るが 互い に近い よく似
たも の と思わ れ た.





Cに お け る Ⅴ - R N A合成比 は野生株 と同じであっ た
が , 他の ⅢVJcl.120 7 は, 野生株に お け る比より, さ ら
に 約 30% 低下した Ⅴ - RN A の合成比を示 した.
4. 2ts 変異株の ウイ ル ス 構成蛋白抗原合成能は,非
許容温度で低下す る こ とが,蛍光抗体染色法,im muno ･
precipitatio n, S D S
M P A G E法で た しか め られ た.
5. 持続感染細胞分離 ウイ ル ス は, tS 変異株, 非 t$
変異株を問わず, 細胞病原性が弱く な っ てい た .
以上 を総括す る と, H VJ 持続感染の場合, か なり初
期 に, す で に ts - , エ ラ ス タ ー ゼ 活性化 -, 弱細胞病原
性変異な どが 生 じ, そ の成立維持に あずか っ て い る も
の と思わ れ た
.
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1 53- 1 64(1 9 82)
Key w o訂d$: H VJ(Se ndaivirus), tS- m utant, PerSistentinfbction, C O mPle m entation,
CytOPathogenicity
Abs仕act
H VJ(Se ndaivim s)per sistent infectio nin vitro w asinvestigated as am odel forviruspersistent
infe ction in varioys 加 m an vir al dise as es･ Partic ula rly, a few problem sinvo]ved in the e arlystage
of 藍五V Jcarrier establishm ent w e re apalyz ed.
Firsち G M2 C$nS, ha mster sa rc om a ce11s indu c ed by m et hyhchola nthr e n e, W e re PerSistently
infected withwild鱒VJql..0 1which w
as clo n ed at 3 9
0
c a nd probably didnot contain any m ore
temperatur e-Se h Sitiv e(t畠) m uta nts. Fr o mthe culturefhlidof these H V Jcl･0 トc a rrie rG M2 CeuS
pa$Saged 1 2 tim eB; a tOtal of 1 9cloned H V J
'
s we reis olated･ T w o (H V Jcl･1 2 0 5a nd HVJc
l.12 0 7) of the 1 9clones were ts- m utantS e Xhibiting a lo w yieldofgr o wthat 3 9
0
c･ Other9
clone s w erelasta義軍aCtivatio n mutant Without ts
- Chara cter･
In the experim ent of te mperatur eshiftup(3 2
0
c → 3 9
0
c)o rdo w n(3 9
0
c → 3 2
0
c)ofL LC･
M K2 CeuS infected wit h t he abo v etw ots clo n es, itwas po stulated t hat the tslesion sin these
viru SeS W er elocatedin a relativelylate phase of H V Jreplic ation. Co mplem entation test betwe en
the tw o ts･ mutant$ de m onstrated a relativ ely low com ple me ntatio nindex ea ch other at n o n･
pe rmissivetempe ratur e(3 9
0
c), Showinga possibly closed lo c atio n of tslesion in their r eplic ation･




while they were n egative fo r me mbrane a ntige ns･ In relatio nto t his vir al a ntige n pr odu ctio n,
viral R N Asynthes e sby thetw ots
- m 可ants we re m e asured at bothpe rmisiv e(3 2
0
c)a nd n o n･
pe rmissive(3 9
0
c)tempe r atures a nd the ratio at 39
O
c v e rs u s3 2
0
c w asdetermin ed･ Ther atioin
the c ells infe cted wit h 壬‡V Jcl.1 2 0 7 decr e ased to abo ut 7 0% of thos e wi thwn d H V Jcl.01.
迂ow eve r, nO differe n c e s were found in the c ase of H V Jcl･1 2 0 5, S ugge Sting a
n e xiste n ce of
no n- fun ctionalv -R N Asynt hesis as a pa rt of tot alsynthesis･ In ad ditio n, H V Jclo nes re co v ered
fro m a relatively ea rly stage of H V Jca rrier c ells, W het he rts
- m uta nt Or nOt, Sho w ed alo w ered
cytopathogenic cha r actetin their infe ctions of t he c e11s, Whe n c o mpa red with that
by origin al
wild H VJcl.0 1.




elastas e a ctivation -
,
lo w e r ed cytopathoge nic
- m uta n S etC･ in c ar ried viru S eV e n
ata relatively e ar1y stage of c a rrie r establishm e nt.
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